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(54) Bczeichnung: BESTIMMUNG DER ENDSTANDIGEN SIALINSAURERESTE DES HUMAN-TRANSFERRIN-MOLEKlJLS 



(57) Abstract 



The- object of the present invention is a process for detecting end-position sialic acid groups of human transferrin using the sandwich 
principle. The process is characterised in that the sample fluid containing the human transferrin is incubated with a first receptor capable of 
bonding specifically with human transferrin, the complex thus formed is separated from the sample fluid, incubated with a second receptor 
capable of binding specifically to end-position sialic acid groups of human transferrin, the second receptor being bound or capable of binding 
to a marker, and the complex of first receptor, human transferrin and second receptor is determined by the marker. In one embodiment, the 
claimed process facilitates determination of sialic acid-deficient human transferrin in body fluids. 



(57) Zusammenfassung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Bestimmung endstandiger Sialinsaurereste von Human-Transferrin nach 
einem Sandwich-Prinzip, das dadurch gckennzeichnet ist, daB man die das Human-Transferrin enthaltende Probenflussigkeit mit einem 
ersten, spezifisch mit Human-Transferrin bindefahigen Rezeptor inkubiert, den gebildeten Komplex von der Probenflussigkeit abtrcnnt, mit 
einem zweiten, spezifisch mit endstandigen Sialinsaureresten von Human-Transferrin bindefahigen Rezeptor inkubiert, wobei der zweite 
Rezeptor an eine Markierung gebunden oder damit bindefahig ist, und den Komplex aus erstem Rezeptor, Human-Transferrin und zweitem 
Rezeptor uber die Markierung bestimmt. In einer Ausfuhrungsform ermfcglicht das erfindungsgemaBe Verfahren die Bestimmung von 
Sialinsaure-defizientem Human-Transferrin in KorperflQsstgkeiten. 
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Bestimmung der endstandigen Sialinsaurereste des 

Human-Transf errin-Moiekiils 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Bestimmung der 
endstandigen Sialinsaurereste von humanem Transferrin. In einer 
Ausfuhrungsform betrifft sie die Quantif izierung der 
endstandigen Sialinsaure-Reste des Transf errin-Molekuls in 
Proben menschlicher Korperf liissigkeiten und insbesondere eine 
Interpretation von Veranderungen der chemischen Struktur des 
Transferrins, wie beispielsweise durch regelmaSigen und 
miEbrauchlichen Alkoholkonsum verursacht. 

Zur Diagnose von AlkoholmiBbrauch bzw. Alkoholabhangigkeit sind 
in der Medizin eine Reihe von Indikatoren bekannt. Die 
sogenannten "State-Marker" erlauben eine Abschatzung bezuglich 
der Alkoholaufnahme, wobei in Abhangigkeit des bestimmten 
Markers die Assoziation uber einen kurzen Zeitraum (z.B. 
Blutalkoholspiegel) oder langerf ristig (v. a. diverse 
Leberenzyme) besteht. Eine ausfuhrliche Ubersicht uber 
Alkoholismus und geeignete Marker findet sich in M. Soyka 

(Herausgeber, Biologische Alkoholismusmarker , Chapman and Hall 

(1995) ) . 

Als ein geeigneter Marker mit relativ hoher Spezif itat hat sich 
eine abnorme Transf errinvariante herausgestellt . Die bisher 
verof f entlichten wissenschaf tlichen Arbeiten haben gezeigt, da£ 
diese Molekulveranderung in Form von fehlendem oder reduziertem 
Gehalt an Sialinsaureresten des Transf errin-Molekuls auftritt. 

Das humane Serum-Transf errin ist ein Glykoprotein mit einem 
relativen Molekulargewicht von ca. 77.000 g/Mol und besteht aus 
einer einzelnen Peptidkette von 679 Aminosauren, an die zwei 
Oligosaccharidketten angeheftet sind, die aus N- 
Acetylglucosamin, Mannose und Galaktose bestehen. Diese 
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Kohlehydratketten besitzen zwei bis drei Antennen, an derem 
letzten Glied (Galactose) jeweils ein Sialinsaurerest gebunden 
ist . 

RegelmaSiger AlkoholmiSbrauch beeintrachtigt den Mechanismus 
der Ubertragung der Sialinsauren auf das Transferrin und es 
entstehen in Folge vermehrt Isoformen des Transferrins mit 
weniger als den normalerweise vier bis sechs endstandig 
gebundenen Sialinsaureresten (desialinisiertes Transferrin, 
Sialihsaure-defizientes Transferrin, sialic deficient 
transferrin, SDT) . 



Gemafc De Jong et al. (1980) setzt sich die haufigste isoforme 
Struktur des Tetrasialotransf errins (Pig. 1) wie folgt 
zusammen : 

4 endstandige N-Acetyl-Sialinsaure-Reste, 4 Galactose-Reste, 8 
N-Acetyl-Glucosamin-Reste und 6 Mannose-Reste in beiden 
Oligosaccharid-Seitenketten des Transf errinmolekiils . 

Aus dem Stand der Technik bekannte Verfahren beruhen im 
wesentlichen auf der Auftrennung der unterschiedlich 
glykosylierten Transf errinderivate aufgrund ihrer Ladung, wie 
beispielsweise durch isoelectric focusing oder 
chromatographische Verfahren. Von den bekannten Methoden sind 
anzufuhren: 

1. Die 'Isoelectric Focusing' -Methode 

Elektrophoretische Trennung der Isotransf errine entsprechend 
ihrem isoelektrischen Punkt (PI 6,1 - 5,1). 

(Helena Stibler et Stefan Borg, Pharmacol. Biochem. Behav. 
1980, 13, Suppl. 1, 47-51). 

2. Die chromatograf ische Methode mittels Ionenaustauscher 
(Helena Stibler et al., Clinical and Experimental Research 
Sept. /Oct. 1986, Vol. 10. No. S, 535-543). 



3. Die HPLC-Methode, 
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Sattigung der Transferrine mit einem Eisensalz und 
anschliefcender Extraktion auf Kolonne, dann erfolgt eine 
densitometrische Bestimmung. 

(Strahler et al., J. of chromatographie 266,1983, 281-289). 

4. Isocratische HPLC-Methode 

Beruht auf der Trennung der Isotransf errine mittels 
kationischer Puffer. 

(Joustra Marius et al., Patent Nr: EP 0 172 217 Bl) , (HPLC- 
Verfahren nach Jan Jeppson et al., Clin . Chemistry 39/10; 
2115-2120 (1993) 

5. Turbidimetrische Methode der Firma AXIS 

Basiert ebenfalls auf der Sattigung des Isotransf errins mittels 
Eisensalz oder einer heterogenen Immunoanalyse mit Trennung auf 
Kolonne gefolgt von einer turbidimetrischen Messung. 
(Patent: WO 99119983 A 911226) 

6. Die immunoenzymatische EIA-Methode durch eine Konjugation 
von Pharmacia 

Verwendet einen monoklonalen Antikorper nach Sattigung des 
Isotransf errins mittels Eisensalz und Saulentrennung . 
(0. Martenson et al.). 

7. Die RIA-Methode von Pharmacia: 

Chromatograf isch mittels Ionenaustauscher ; nach Sattigung des 
Isotransf errins durch ein Eisensalz und quant itativ bestimmt 
durch Radio -Immuno- Analyse . 

Die genannten Verfahren sind jedoch fur den Anwender noch nicht 
zuf riedenstellend. Problematisch ist insbesondere das Auftreten 
von Fehldiagnosen sowie eine sehr aufwendige 
Versuchsdurchf uhrung . 

Weiterhin ist aus dem Stand der Technik eine als Lectine 
bezeichnete Klasse von Proteinen oder Glykoproteinen bekannt, 
die an bestimmte Kohlehydratkonf igurationen bzw. an 
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Glykoproteine, die solche Kohlehydratkonf igurationen tragen, 
binden konnen. Derartige Lectine wurden auf Basis ihrer 
Spezifitat fur bestimmte Kohlehydrate, beispielsweise zur 
blutgruppenspezifischen Agglutinierung von Erythrozyten 
eingesetzt . 



Die der vorliegenden Erf indung zugrundeliegende Aufgabe bestand 
darin, ein Verfahren bereitzustellen, das die rasche und 
einfache Bestimmung endstandiger Sialinsaurereste von Human- 
Transferrin gestattet. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemafc gelost durch ein Verfahren 
zur Bestimmung endstandiger Sialinsaurereste von Human- 
Transferrin in einer Probenf lussigkeit nach einem Sandwich- 
Prinzip, welches dadurch gekennzeichnet ist, daS man die 
Probenf lussigkeit mit einem ersten, spezifisch mit Human- 
Transferrin bindefahigen Rezeptor inkubiert, den gebildeten 
Komplex von der Probenf lussigkeit abtrennt, mit einem zweiten, 
spezifisch mit endstandigen Sialinsaureresten von Human- 
Transferrin bindefahigen Rezeptor inkubiert, wobei der zweite 
Rezeptor an eine Markierung gebunden oder damit bindefahig ist, 
und den Komplex aus erstem Rezeptor, Human -Transferrin und 
zweitem Rezeptor iiber die Markierung bestimmt . 

Im allgemeinen ist es aufgrund der bekannten und bewahrten 
Technologie bevorzugt als ersten Rezeptor einen anti- 
Transferrin-Antikorper einzusetzen. Bevorzugt wird als erster 
Rezeptor ein polyklonaler anti-Transf errin-Antikorper 
eingesetzt. Derartige Antikorper sind kommerziell verfiigbar 
(z.B. Sigma, No. T2027) . Weiterhin sind jedoch andere mit 
Human-Transferrin spezifische Rezeptoren geeignet, soweit durch 
diese die Bindung von zweitem Rezeptor an die Sialinsaurereste 
im wesentlichen nicht beeintrachtigt wird. Beispielsweise ist 
die Verwendung von humanem Transf errin-Rezeptor denkbar. 
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Der zweite Rezeptor ist bevorzugt ein Lectin und am meisten 
bevorzugt Sambucus nigra-Lectin, dessen Herstellung von Brokert 
et al. (Biochem. J . 221, 103-109 (1984)) beschrieben wurde . 

In einer Ausf uhrungsf orm des erf indungsgemaSen Verfahrens ist 
der erste Rezeptor an eine Festphase gebunden, wodurch das 
Transferrin bei der Inkubation an der Festphase fixiert wird. 
In einer anderen Ausf uhrungsf orm kann der erste Rezeptor jedoch 
auch in Losung vorliegen, aber uber ein spezifisches Bindepaar, 
dessen einer Partner an die Festphase gebunden ist und dessen 
zweiter Partner an den Rezeptor gebunden ist, mit einer 
Festphase bindefahig sein. Geeignete Bindepaare sind dem 
Fachmann bekannt . 

Als Festphase wird zweckmafcig eine Wand eines Reaktionsgef aSes, 
wie etwa ein Probenrohrchen, eine Mikrotiterplatte oder eine 
Kuvette, verwendet . Weiterhin kann die Festphase aus 
teilchenformigem Material, wie etwa Polystyrol- oder 
Magnetbeads , bestehen . 

Ebenso kann der zweite Rezeptor direkt an die Markierung 
gebunden sein oder mittels eines spezifischen Bindungspaares 
mit der Markierung bindefahig sein. In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsf orm ist das spezifische Bindungspaar Biotin und 
Streptavidin bzw. Avidin, wobei dann typischerweise der zweite 
Rezeptor biotinyliert ist und die Markierung 
Streptavidin/Avidin tragt. 

Die Inkubationen mit erstem Rezeptor und zweitem Rezeptor 
werden jeweils wahrend eines Zeitraums von 10 bis 60 min, 
bevorzugt von 20 bis 40 min und bei einer Temperatur von 10 bis 
40°C durchgef iihrt . Eine 30-minutige Inkubation bei 
Raumtemperatur liefert gute Ergebnisse. 

Als Markierung fur den zweiten Rezeptor sind im wesentlichen 
alle Nachweisverf ahren geeignet, die in der Technik 
ublicherweise im Zusammenhang mit Immunassays verwendet werden. 
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Derartige Verfahren sind dem Fachmann bekannt und brauchen 
daher nicht ausfiihrlich erlautert zu werden. Sie umfassen 
insbesondere enzymatische Verfahren, d.h. Verfahren, bei denen 
die Markierung ein Enzym ist und der Nachweis uber die 
Bestimmung eines Substrats erfolgt. Ubliche Enzyme, die fur 
einen derartigen Zweck verwendet werden, umfassen z.B. 
Phosphatasen, wie etwa alkalische Phosphatase, Oxidasen, 
Peroxidasen, Dehydrogenasen wie etwa Glucose -6 -Dehydrogenase, 
Hydrolasen, wie etwa Urease etc. Die enzymatische Reaktion 
erzeugt typischerweise ein chromogenes, lumineszierendes oder 
fluoreszierendes Substrat, das dann geeignet zumeist uber 
photometrische Verfahren bestimmt werden kann. Geeignete 
Chromogene umfassen beispielsweise ABTS (2 , 2 ' -Azino-bis- (3 - 
ethyl) -benzthiazolin-6-sulfonsaure) , Orthophenyldiamin , 
Tetramethylbenzydin, 5-Amino-Salicylsaure etc. Enzymatische 
Verfahren umfassen auch z.B. eine durch die Substratreaktion 
verursachte Veranderung eines chemischen oder physikalischen 
Parameters, wie etwa der Licht absorption . Die Sialinsaure-Reste 
konnen somit auch durch UV-Methoden mit Alkohol -Dehydrogenase, 
Glucose -6 -Dehydrogenase etc. und mittels den Coenzymen NAD, 
NADP etc. bestimmt werden oder mittels Verwendung einer 
Diaphorase in Anwesenheit von NADP und dem Chromogen Jodo- 
Nitrotetrazoliumviolett, urn ein farbiges Formazan-Derivat zu 
bilden. 



Neben einer Enzymmarkierung sind selbstverstandlich andere 
Markierungsarten, wie etwa eine Radio-, Fluoreszenz- oder 
Lumineszenzmarkierung moglich; eine radioaktive Markierung ist 
jedoch aus Praktibilitatsgrunden nicht bevorzugt . Die 
Durchfiihrung eines Immunof luoreszenztestes ist beispielsweise 
bei Verwendung eines Konjugats von zweitern Rezeptor mit IFTC 
(Fluoreszin-isothiocyanat ) moglich. 

Als Probenf liissigkeit, die das zu bestimmende Transferrin 
enthalt, wird ublicherweise eine Korperf liissigkeit , wie etwa 
Blut, Serum, Urin, Liquor, Glaskorperf liissigkeit , Galle, 
Aszites-Flussigkeit etc. verwendet werden., Gegebenenf alls wird 
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eine durch chemische Oder physikalische Behandlung modifizierte 
Korperf liissigkeit verwendet, die jedoch bevorzugt frei von 
Antikoagulantien ist. Bevorzugt ist die Korperf liissigkeit 
Vollblut oder Serum. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur 
Bestimmung von Sialinsaure-def izientem Transferrin in 
Korperf liissigkeiten, welches dadurch gekennzeichnet ist, daS 
man 

(a) ar. einer Probe einer Korperf liissigkeit eine Bestimmung nach 
einem Verfahren eines der vorhergehenden Anspruche durchfiihrt, 

(b) eine Bestimmung von endstandigen Sialinsaureresten an 
mindestens einem Standard durchfiihrt, der eine Substanz, 
umfassend mit dem zweitem Rezeptor bindefahige Sialinsaurereste 
in definierter Menge enthalt, und 

(c) den Gehalt von Sialinsaure-def izientem Transferrin auf 
Basis der MeEgrofien von Schritt (a) und Schritt (b) 
ermittelt . 

Bevorzugt wird Schritt (b) , d.h. die Bestimmung der MeSgroEe 
fur einen Standard mehrmals durchgef iihrt , wobei die Standards 
jeweils eine unterschiedliche Menge von mit dem zweitem 
Rezeptor bindefahigen Sialinsaureresten enthalten. Besonders 
bevorzugt werden drei bis sieben, am meisten bevorzugt funf bis 
sechs Messungen mit unterschiedlichen Standards durchgefiihrt 
und aus den erhaltenen Ergebnissen eine Eichkurve ermittelt. 
Durch den Vergleich des gemessenen Wertes fur die 
Probenf liissigkeit mit der Eichkurve laSt sich der Gehalt des 
Sialinsaure-def izienten Transferrins mit guter Genauigkeit 
bestimmen . 

Wie fur den Fachmann of f ensichtlich ist, werden bevorzugt 
geeignete Negativ- oder/und Positivkontrollproben parallel 
mitbestimmt . 

GemaB einer Ausfuhrungsf orm verwendet man einen Standard, der 
Transferrin mit einer definierten Menge von Sialinsaureresten 
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enthalt. Darunter werden Korperf lussigkeiten, beispielsweise 
gepoolte Korperf lussigkeiten sowie geeignet formulierte 
Zusammensetzungen verstanden. Geeignete Konzentrationen der 
Sialinsaurereste in den Standards fur die Erstellung der 
Eichkurve liegen in einem Bereich von 0 bis 50 /zmol/dl, 
bevorzugt von 2,5 bis 25 /zmol/dl. 

GemaS einer anderen Ausfuhrungsf orm enthalt der Standard eine 
von Transferrin verschiedene Substanz rait einer definierten 
Menge von mit dem zweiten Rezeptor bindefahigen 
Sialinsaureresten. Ein Beispiel fur eine derartige Substanz ist 
ein festphasenseitiges Mucin oder/und ein f estphasenseitiges 
Oligosaccharid mit definiertem Gehalt von mit dem zweiten 
Rezeptor bindefahigen Sialinsaureresten, wie z.B. ein von Sigma 
erhaltliches Mucin (Sigma No. M3895, Mucin von Bovine 
Submaxillary Glands) . Der Begriff " f estphasenseitig" wird in 
dieser Beschreibung in der Bedeutung an eine Festphase gebunden 
(immobilisiert) oder damit bindefahig (immobilisierbar) 
verwendet . 



Ein weiteres Beispiel ist N-Acetylneuramin-Lacto-N-neo-Tetraose 
c (of . Neu 5 AC- (2-6) -jSGal- (1-4) -(SGlcNAc- (1-3) -iSGal- (1-4) -Glc 
(Sigma Nr. A4814) in Kombination mit einer mit Concavalin A 
(Sigma Nr. C7275) beschichteten Festphase (spezifisch fur a-D- 
Glycosyl-Bindungen) . 

Wenn als Standard eine Transf errin-enthaltende Fliissigkeit 
verwendet wird, erfolgt die Fixierung von Transferrin an der 
Festphase mittels erstem Rezeptor. Bei Verwendung eines 
Standards, der eine von Transferrin verschiedene Substanz 
enthalt, ist wie fur den Fachmann of f ensichtlich die Fixierung 
der Markierung uber einen Komplex aus erstem Rezeptor und 
Transferrin nicht moglich. In diesem Fall ist daher die 
Sialinsaurereste-enthaltende Substanz f estphasenseitig, d.h an 
eine Festphase gebunden oder damit bindefahig. 
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Das erf indungsgemafie Verfahren ist anwendbar zur Bestimmung von 
SDT in Proben von Korperf lussigkeiten von mannlichen und 
weiblichen Spendern. Fur gesunde Personen wurde in der 
Literatur ein physiologischer Transf erringehalt von 260 mg/dl 
+ 15% berichtet. Uberraschenderweise ergibt das 
erf indungsgemafie Verfahren auch fur Schwangere korrekte 
Resultate . 

Gemafc einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung auch die 
Verwendung eines Lectins, insbesondere von Sambucus nigra - 
Lectin in einem Verfahren zur Bestimmung von Sialinsaure- 
defizientem Transferrin. 

Da wie bereits eingangs erwahnt das Sialinsaure-def iziente 
Transferrin ein zuverlassiger Alkoholismusmarker ist, kann das 
erf indungsgemaSe Verfahren die Diagnostik im Zusammenhang mit 
Alkoholmifibrauch erheblich erleichtern. 

Ein nochmals weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
somit ein Diagnoseverf ahren, bzw. die Verwendung des vorstehend 
genannten Verfahrens zur Diagnose von Alkoholmifibrauch oder 
Alkoholabhangigkeit . Zur Diagnose wird nach Bestimmung von 
Sialinsaure-def izientem Transferrin in einer Probe einer 
Korperf lussigkeit durch Vergleich mit Normalwerten eine 
pathologische Veranderung des Gehalts der endstandigen 
Sialinsaurereste ermittelt. Dieser Vergleich erfolgt auf 
herkommliche Weise, beispielsweise durch Mitftihren von 
Vergleichsproben von Patienten und/oder Gesunden. Alternativ 
oder zusatzlich kann rechnerisch ermittelt werden, ob der 
erhaltene Wert innerhalb des Normalbereichs liegt. 

Weitere Verwendungsmoglichkeiten in diesem Zusammenhang sind 
beispielsweise die Fruherkennung von regelmaSigem Alkoholabusus 
und Alkoholismus, die Therapieiiberwachung von Entzugspatienten, 
ein dif f erentialdiagnost ischer Einsatz zur Unterscheidung von 
alkoholinduzierten Erkrankungen {z.B. Leber) von 
nichtalkoholischen Schaden, eine labordiagnost ische 
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Entscheidungshilfe zur Einleitung einer Alkoholentzugs- 
Pharmakoprophylaxe in der Intensivmedizin, sowie allgemein in 
der Rechts- und Arbeitsmedizin, z.B. fur gutachterliche 
Fragestellungen. 

GemaE einem nochmals weiteren Aspekt betrif f t die Erf indung 
auch ein Reagenzienkit , das zur Bestimmung endstandiger 
Sialinsaurereste von Transferrin geeignet ist . Ein derartiges 
Kit umf afct in raumlich getrennter Anordnung f estphasenseitigen, 
mit Human-Transf errin spezifisch bindefahigen ersten Rezeptor 
und markierten oder mit einer Markierung bindefahigen, 
spezifisch mit endstandigen Sialinsaureresten von Human- 
Transferrin bindefahigen zweiten Rezeptor sowie gegebenenf alls 
eine mit dem ersten Rezeptor spezifisch bindefahige Festphase, 
eine mit dem zweiten Rezeptor spezifisch bindefahige 
Markierung, ein Substrat fur die Markierung sowie ubliche 
Hilfs-, Puffer- und Zusatzstof f e • 

Der erste Rezeptor ist bevorzugt ein anti-Transf errin- 
Antikorper, insbesondere ein polyklonaler anti-Transf errin- 
Antikorper und der zweite Rezeptor ist bevorzugt ein Lectin, 
insbesondere Sambucus nigra-Lectin. 

Gegebenenf alls enthalt das Reagenzienkit weiterhin mindestens 
einen Standard, der eine Substanz, umfassend mit dem zweiten 
Rezeptor bindefahige Sialinsaurereste in definierter Menge 
enthalt, wie vorstehend beschrieben. Bevorzugt ist diese 
Substanz N-Acetylneuramin-Lacto-N-neo-Tetraose c (a Neu 5 AC- 
(2-6) -0Gal- (1-4) -/SGlcNAc- (1-3) -0Gal- (1-4) -Glc (Sigma Nr. 
A4814), welches mit einer Concavalin A (Sigma Nr. C7275) 
beschichteten Festphase bindefahig ist, oder ein Mucin mit 
definiertem Gehalt von a-anomerischen (2-6) Sialinsaureresten 
(z.B. Sigma No. M3895, Mucin von Bovine Submaxillary Glands). 

Ein nochmals weiterer Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist 
ein Teststreifen zur qualitativen und semiquantitativen 
Bestimmung von SDT, umfassend 
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(a) eine Probenauf tragszone , 

(b) mindestens eine Reaktionszone, enthaltend einen an einer 
Festphase immobilisierbaren ersten Rezeptor, der mit Human- 
Transferrin spezifisch bindefahig ist, und einen markierten 
zweiten Rezeptor, der mit endstandigen Sialinsaureresten von 
Human- Trans f errin spezifisch bindefahig ist, und 

(c) eine Nachweiszone zur Immobilisierung von erstem Rezeptor, 
enthaltend eine mit erstem Rezeptor spezifisch bindefahige 
Substanz . 

Derartige Teststreifen sind dem Fachmann bekannt und bediirfen 
daher keiner ausf uhrlichen Erlauterung. In kurzen Worten 
besteht ein derartiger Teststreifen aus einem Material, durch 
welches eine Probenf lussigkeit , enthaltend eine zu bestimmende 
Substanz z.B durch Kapillarkraf t oder Schwerkraft migrieren 
kann, und welches bezuglich der zu bestimmenden Substanz inert 
ist. Nach Auftrag der Flussigkeit in der Probenauf tragszone 
migriert diese durch eine Reaktionszone, wobei ternare Komplexe 
aus dem erstem Rezeptor, Transferrin und dem zweitem, 
markiertem Rezeptor gebildet werden, die danach in der 
Nachweiszone immobilisiert werden. Nicht gebundene Reaktanten 
und Substanzen migrieren uber die Nachweiszone hinweg und 
werden in einer Endzone aufgefangen. 

Der erste Rezeptor ist bevorzugt ein anti-Transf errin - 
Antikorper, insbesondere ein polyklonaler anti-Transf errin- 
Antikorper. Die Immobilisierung des ersten Rezeptors erfolgt 
bevorzugt uber Biotin und Streptavidin/Avidin . Der zweite 
Rezeptor ist bevorzugt ein Lectin, insbesondere Sambucus nigra- 
Lectin. Zur Verwendung in derartigen Teststreifen geeignete 
Markierungen fur den zweiten Rezeptor sind dem Fachmann bekannt 
und umfassen beispielsweise Goldmarkierung, Silbermarkierung 
oder Chromogene. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungs form umfaSt der Teststreifen 
weiterhin mindestens eine Kontrollzpne zur Negativkontrolle 
oder/und Pbsitivkontrolle . Eine Negativkontrollzone entspricht 
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im wesentlichen der Nachweiszone mit dem Unterschied, dafi kein 
Bindungspartner zur Immobilisierung des ersten Rezeptors 
vorhanden ist. Eine Positivkontrollzone enthalt zweckmaSig eine 
definierte Menge von mit dem zweitem Rezeptor bindef ahigen, 
immobilisierten Sialinsaureresten. Fur eine semiquantitative 
Bestimmung konnen mehrere Positivkontrollzonen mit 
unterschiedlichen Mengen von Sialinsaureresten vorhanden sein. 
Weitere Ausfuhrungsf ormen und Layouts fur den Teststreifen sind 
aus dem Stand der Technik bekannt . 



Das erf indungsgema&e Verfahren kann daruber hinaus zur 
Bestimmung endstandiger Sialinsaure-Reste samtlicher 
natvirlicher Proteine verwendet werden, die endstandige 
Sialinsaure-Reste in 2-6-Stellung gebunden an ^-Galactose und 
N-Acetyl-glucosamin enthalten. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren wird durch die nachf olgenden 
Beispiele zusammen mit den beigefugten Figuren naher erlautert, 
in denen: 



Figur 1 die Glykosylierung von Tetrasialotransf errin zeigt, 

Figur 2 eine Standardkurve zur Auswertung einer Messung nach 
dem erf indungsgemafcen Verfahren zeigt. 

In Figur 1 ist schematisch die Glykosylierung der haufigsten 
isof ormen Struktur des Tetrasialotransf errins gezeigt . Die 
endstandigen Kohlehydratreste sind Sialinsaurereste bzw. 
Acetylsialinsaurereste, die in tx2-6-Verknupf ung an Galactose 
gebunden sind, wobei die Galactose wiederum an N- 
Acetylglucosamin gebunden ist . 

Figur 2 zeigt eine Standardkurve, die zur Auswertung einer 
erf indungsgemaSen SDT-Bestimmung geeignet sind. wie gezeigt, 
werden in die Kurve die Werte von Standards mit 5, 10, 15, 20 
und 25 /imol/dl SSR (Sialinsaurerest ) eingetragen. 



WO 97/19355 



PCT/EP96/05141 



- 13 - 

Die Vorteile der neuen Methode sind: 

1. Hohe Spezifitat, denn das Sambucus nigra-Lectin besitzt 
eine grofie Affinitat fur endstandige a-anomerische in 
2-6-Stellung gebundene Sialinsauren. 

2. GroBe Sensibilitat (von bis zu 5 ng im Test) . 

3. Sehr gute Reproduzierbarkeit . 

4. Sehr hohe Prazision von Tag zu Tag und in der Serie. 

5. Im Gegensatz zu den bisherigen Bestimmungsmethoden, die 
einen groSen apparativen Aufwand und erfahrenes Personals 
erforderten, zeichnet sich dieses voll-immunoenzymatische 
Verfahren durch seine elegante direkte Bestimmungsmethode aus, 
die keine aufwendigen physikalisch-chemischen Trennverf ahren 
zur Probenaufbereitung mehr benotigt und damit wesentlich 
einfacher, leichter verfugbar, sehr schnell durchzufuhren und 
nicht anfallig fur Ar be i t s f e h 1 e r in der 
Probenaufbereitungsphase ist. 

6. GrolSe Einfachheit des Testes, der problemlos als 
semi-quantitativer Test eingesetzt werden kann, der ohne 
Photometer mit bloSem Auge abgelesen werden kann. 

7. Sehr kurze Reaktionszeit von weniger als 2 Stunden fur 96 
Bestimmungen pro Mikrotiterplatte . 

Beispiele 

Das in zwei Varianten vorgestellte EIA-Verf ahren ist durch die 
Verwendung des spezifischen Sambucus nigra-Lectins 
gekennzeichnet , welches eine groSe Affinitat zum a-anomerischen 
endstandigen Sialinsaure-Rest aufweist, weicher in 2-6-Stellung 
an die Galactose-N-acetyl-glucosamin-Kette gebunden ist. 

Die Quantif izierung dieser Sialinsaure-Reste erfolgt in drei 
Etappen : 

1. Bildung eines Antigen-Antikorper-Komplexes zwischen dem 
Transferrin und einem polyklonalen anti-Transf errin-Antikorper, 
der auf der Platte gebunden ist. 
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2. Bildung eines zusatzlichen molekularen spezifischen 
Komplexes zwischen Peroxidase-markiertem Sambucus nigra-Lectin 
und den Sialinsaure-Resten des Transferrins. 

3. Oxidation eines Chromogens (ABTS) in Anwesenheit eines fur 
Peroxidase spezifischen Substrats, dessen Farbintensitat 
proportional zum Gehalt an der im Transf errin-Molekiil 
enthaltenen Sialinsaure ist und bei 405 nm gemessen wird. 

Beisniel 1 

Quantitative Bestimmung der Sialinsaure-Reste humaner 
Isotransferrine (SDT = sialinsauredef izientes Transferrin) 
durch eine immunolektinoenzymatische Reaktion unter Verwendung 
eines Sambucus nigra-Lectin-Konjugats . 

a) Reaktionsprinzip 

In der ersten Phase wird das Transferrrin von den restlichen 
Serumproteinen durch Anlagerung an einen humanen 
anti-Transferrin-Antikorper, der auf der Platten-Oberf lache 
fixiert wurde, abgetrennt. 

In der zweiten Phase bilden die an den endstandigen 
Oligosaccharid-Ketten des Transferrins gebundenen 
Sialinsaure-Reste einen stabilen Komplex mit dem Sambucus 
nigra-Lectin, welches mit Peroxidase markiert wurde. 

AnschlieSend entwickelt sich durch die Einwirkung eines fur 
Peroxidase spezifischen Substrats auf das Chromogen ABTS in 
Anwesenheit von Peroxidase eine griin-blaue Farbung, deren 
Intensitat proportional zum Gehalt an Sialinsaure-Resten im 
Test ist . 

b) Erf orderliche Reagenzien 

Verdunnungslosung fur das Serum: 

PBS-Puffer: 0,01 M; pH 7,2- 7,4; 0,05% Tween 20 und 1% 
Albumin (BSA) 
Wasch-Losung : 
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PBS-Puffer: 0,01 M; pH 7,2- 7,4; 

Sambucus nigra-Lectin-Peroxidase Konjugat (kommerziell 
erhaltlich von MEDAC Nr. H6801) 
Citrat-Puf f erlosung Substrat 

0,12 M Citratlosung, pH 4,0; 0,05% H 2 0 2 (Peridrol) 
ABTS- Subs t rat losung 

Citrat-Puf f erlosung, enthaltend 1, 5% ABTS (2 , 2 ' -Azino-bis- 
(3 -ethyl) -benzthiazolin-6-sulf onsaure) 
St opp- Losung 

WaErige 1 %ige Natriumdodecylsul fat -Losung 
Beschichtete Mikrotiterplatte mit anti-Transf errin- 
Antikorpern (Human anti-Transf errin-Antikdrper aus Host 
animal, whole serum (Sigma Nr. T2027) 

c) Vorbereitung der Mikrotiterplatten 

cl) Vorbereitung der anti-Transf errin- Ant ikorper 

Zu 4 ml anti-Transf errin- Ant ikorper Serum wird 
trbpfenweise 2 ml gesattigte Ammoniumsulf atlosung 
[(NH 4 ) 2 S0 4 , MG 132,14, 900 g/1 bidest . H 2 0] zugegeben und 
mit einem Glasstabchen vermischt. 
60 min bei 4°C stehen lassen. 
15 min bei 4°C zentrif ugieren . 

Uberstand verwerfen und das Prazipitat in 2 ml PBS-Puffer 
(0,01 M; pH 7,2- 7,4) resuspendieren; diese letzten beiden 
Schritte 4 x wiederholen. 

Das letzte Prazipitat in 1 ml PBS-Puffer 
resuspendieren und in Dialysevorrichtung einbringen 
(Dialysemembran: Fa. Serva, Heidelberg, Dialysis tubing 
Nr. 20/32, Best. Nr. 44110). 

Dialyse bei 4°C gegen PBS-Puff erlosung, die nach jeweils 
zwei Stunden erneuert wird, bis diese auf Nessler-Reagenz 
(Nessler-Reagenz auf Ammoniumsalze, Merck-Nr. 1.09028) 
negativ reagiert. 

AnschlieSend Bestimmung der Proteinkonzentration des 
gereinigten ant i -Transferrin- Ant ikorpers nach Biuret 
(Soll-Konzentration ca. 20-50 mg/ml) . 
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c2) Plattenbeschichtung 

Die Polystyrol-Mikrotiterplatten werden mit 100 fil der 
hochgereinigten Losung der polyklonalen 
anti-Transferrin-Antikorper (igG) beschichtet. Zur 
Plattenbeschichtung soli die Endkonzentration der Losung 20 mg 
Protein/ml in Carbonat-Puffer losung (0,1 M, pH 9,6) betragen. 
Die Fixierung erfolgt bei 24-stundiger passiver Inkubation bei 
4°C ohne Schuttler. Die Platten werden 3 mal mit der 
Waschldsung gewaschen und bei minus 20 °C aufbewahrt. 

d) Vorbereitung des Testserums: 

Die Seren werden 1/10 mit der Verdiinnungs losung verdiinnt (100 
111 + 900 fil) . 

e) Vorbereitung der Standards und Kontrollen 

Die Serum-Standards mit 25, 20, 25, 10, 5, 2,5 fimol SSR/dl (SSR 
= Sialinsaurereste) und das Kontrollserum mit 20 ^mol SSR/dl 
werden mit 0,5 ml bidestilliertem Wasser rekonstituiert . 

f) Einsatz der Proben, Standards und Kontrollen 

Eine Doppelbestimmung pro Test ist empfohlen. Je 100 fil der 
vorbereiteten Losungen in die Plattenvertief ungen pipettieren. 
Fur den Leerwert 100 fil der Verdiinnungs losung in 2 
Plattenvertief ungen pipettieren; 3 0 min bei Raumtemperatur bei 
gleichzeitigem RCitteln der Platte inkubieren. 

Nach drei auf einanderf olgenden Waschungen (immer bei den 
Leerwerten beginnen!) wird die feuchte Platte auf saugfahigem 
Papier vorsichtig abgeklopf t . 

g) Einsatz des Sambucus nigra -Lect in -Konjugats 

Die Plattenvertief ungen werden mit 100 fil Konjugat- Losung 
beschickt und 30 min bei Raumtemperatur und gleichzeitigem 
Rutteln der Platte inkubiert . Das spezifische Konjugat bildet 
mit den Sialinsaure-Resten, die parallel zum 
Transferrin/anti- Transferrin gebunden sind, einen stabilen 
Komplex. Nach drei auf einanderf olgenden Waschungen wie zuvor 
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wird die feuchte Platte auf saugfahigem Papier vorsichtig 
abgeklopf t . 

h) Einsatz des Substrats und des Chromogens 

Die Plattenvertiefungen werden mit 100 fil ABTS-Substratlosung 
beschickt und 10 min bei Raumtemperatur und gleichzeitigem 
Riitteln der Platte inkubiert. Die Reaktion erfolgt mit einer 
griin-blauen Farbung des oxidierten Chromogens. 

Die kinetische Messung dieser Reaktion erfolgt in 3 
Punktmessungen im Zeitintervall von 5 min nach 10-minutiger 
Anf angsinkubation; die Reaktion kann durch Zugabe von 50 /il 
Stopp-Losung (1% SDS) fur eine Endpunktmessung nach 30 min 
gestoppt werden. Alternativ kann lediglich eine Endpunktmessung 
nach 3 0-miniitiger Inkubation durchgefuhrt werden. 

i) Messung 

bei 405 nm mit einem Mikrotiterplatten-Photometer 
j ) Auswertung 

Die Auswertung erfolgt mit einer zu erstellenden 
Konversionskurve : 

1. Logarithmische Standard-Kurve 

Die erhaltenen Extinktionsdif f erenzen der Standards werden nach 
folgender Formel dezimal-logarithmisch gegen die 
dezimal-logarithmischen Standardkonzentrationen aufgetragen: 

Log. AE min = Log /imol/dl SSR 

2 . Sigmoide Standard-Kurve 

Die erhaltenen Extinktionsdif f erenzen der Standards werden nach 
folgender Formel dezimal-logarithmisch gegen die 
Standardkonzentrationen aufgetragen: 
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(a-d) 

Log. AE = + d /imol/dl SSR 

[1 + (x/c) b ] 



Das Kontrollserum mit 20 fimol SSR/dl sollte 
Extinktionsdif ferenzen in folgenden Bereichen ergeben: 

0,276 ± 10 % nach 15' (0,248 - 0,304) 
0,426 ± 10 % nach 30' (0,383 - 0,492) 
0,528 i 10 % nach 60' (0,475 - 0,581) 



Beispiel 2 

Beispiel 1 wird wiederholt, auSer daS anstelle des Sambucus 
nigra-Le.ctin-Peroxidasekonjugats biotinyliertes Sambucus 
nigra-Lectin (Fa. MEDAC, Nr. BA 6801) und ein 
Streptavidin-Peroxidasekonjugat verwendet wird. 



Dazu werden in Schritt (g) 100 /il einer Losung von 
biotinyliertem Lectin die Plattenvertief ungen pipettiert, 30 
min bei Raumtemperatur und gleichzeitigem Riitteln der Platte 
inkubiert und nach dreimaligem Waschen je 100 fil Peroxidase- 
Streptavidin Konjugat Losung zupipettiert , erneut 3 0 min bei 
Raumtemperatur unter Riitteln inkubiert und wie zuvor dreimal 
gewaschen. 



Das Kontrollserum mit 20 /xmol SSR/dl sollte 
Extinktionsdif ferenzen in folgenden Bereichen ergeben: 

0,353 ± 10 % nach 15' (0,318 - 0,388) 
0,546 ± 10 % nach 30' (0,491 - 0,601) 
0,572 ± 10 % nach 60' (0,515 - 0,629) 



Beispiel 3 
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Herstellung eines Transf errin-f reien Standards 
Materialien 

Lectin Concavalin A (Con A) aus conavalia ensiformis 
(Jack bean) (Sigma Nr. C7275) 

N-Acetylneuramin-Lacto-N-neo-Tetraose c (a Neu 5 AC- (2-0- 
jSGal- (1-4) -/SGlcNAc- (1-3) -0Gal- (1-4) -Glc, Natriumsalz , aus 
Humanmilch, MG: 1020,9 g/mol 

(Sigma Nr. A4 814) 

Nach Sattigung von Lectin Con A (spezifisch fur a-D-Glycosyl- 
Bindungen) mittels Sialinsaureresten in verschiedenen 
Konzent rat ionen ( 6 - Punkt - Kal ibrat ion ) wird eine 
Mikrotiterplatte mit dem gesattigten Lectin bzw. Komplex 
beschichtet. Bindung von Sambucus nigra-Lectin und Reaktion mit 
Substrat erfolgt wie in Beispiel 1, Schritt g) und h) 
beschrieben. 

Alternativ wird zur Herstellung der Transf errin-f reien 
Standards zunachst Lectin Con A im UberschuS auf der 
Mikrotiterplatte f ixiert . AnschlieSend werden die 
Sialinsaurereste in den Konzentrationen 200, 100, 50, 25, 12,5 
und 6,25 20 jimol SSR/1 zu dem fixierten Lectin zupippettiert . 

Beispiel 4 Vergleich 

Fur gesunde Manner und Frauen (nicht Schwangere) wird in der 
Literatur ein physiologischer Transf erringehalt von 260 mg/dl 
(221-299 mg/dl) angegeben. Unter Zugrundelegung von 
Molekulargewichten von 77.000 g/Mol fur Transferrin und von 
308,3 g/Mol fur SSR und durchschnittlich 5 SSR pro 
Transf errinmolekiil errechnet sich daraus eine SSR-Konzentration 
im Bereich von etwa 14,35 /xmol/dl bis 19,42 /xmol/dl. 

Als durchschnittlicher SSR-Serumgehalt fur eine gesunde 
Kontrollgruppe wurde ein Wert von 50,51 /imol SSR/g Transferrin 
ermittelt (Stibler et al . , Clinical and Experimental Research, 
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Vol 10, No. 1, Jan/Feb 1986). Daraus ergeben sich unter 
Beriicksichtigung einer relativen Abweichung vom Transferrin- 
Sollwert (ca. 260 mg/dl) von ±15% fur den ermittelten Wert von 
50,51 ^mol SSR/g Transferrin folgende Bereiche: 





niedriger Bereich 


hoher Bereich 


jxmol SSR/g 


42, 94 


58, 08 


Transferrin 






jxmol SSR/dl 


12, 83 


17,36 ! 


erf indungsgemaE 






berechnet (s.o) 


14,35 


19,42 


gemessen 


14, 18 


19,33 



Diese Ergebnisse zeigen, dafi die Quant if izierung von 
Transferrin mit dem erf indungsgemafien Verfahren zu Werten 
fuhrt, die in guter Ubereinstimmung zu berechneten und den in 
der Literatur verof f entlichten Werten stehen. 



Die vorstehende Quantif izierung wurde durchgefiihrt gemaS dem 
Verfahren von Beispiel 1. Als Standard wurde Mucin mit 
deklariertem Gehalt von a-anomerischen (2-6) 
Sialinsaureresten (Sigma No. M3 8 95, Mucin von Bovine 
Submaxillary Glands) in Konzentrationen von 25, 20, 15, 10, 5 
und 2,5 /xmol SSR/dl verwendet. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Bestimmung endstandiger Sialinsaurereste 
von Human -Transferrin in einer Probenf lussigkeit nach 
einem Sandwich-Prinzip, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Probenf lussigkeit mit einem ersten, 
spezifisch mit Human-Transf errin bindefahigen Rezeptor 
mkubiert, den gebildeten Komplex von der 
Probenf lussigkeit abtrennt, mit einem zweiten, 
spezifisch mit endstandigen Sialinsaureresten von Human- 
Transf errin bindefahigen Rezeptor inkubiert, wobei der 
zweite Rezeptor an eine Markierung gebunden oder damit 
bindefahig ist, und den Komplex aus erstem Rezeptor, 
Human-Transf errin und zweitem Rezeptor uber die 
Markierung bestimmt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ der erste Rezeptor ein anti-Transf errin-Antikorper 
ist . 

3. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ der erste Rezeptor ein polyklonaler anti- 
Transf errin-Antikorper ist. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

date der zweite Rezeptor ein Lectin ist. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der zweite Rezeptor Sambucus nigra-Lectin ist. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
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dadurch gekennzeichnet, 

da£ der erste Rezeptor an eine Festphase gebunden ist 
oder mit einer Festphase bindefahig ist, wobei 
mindestens eine Inkubation oder/und Abtrennung des 
Komplexes in Gegenwart der Festphase durchgefuhrt wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Festphase die Wand eines Reaktionsgef afies ist, 
ausgewahlt aus Probenrohrchen, Mikrotiterplatte und 
Kuvette, oder ein teilchenf ormiges Material ist. 

8 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche , 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi der zweite Rezeptor biotinyliert ist und die 
Markierung an Streptavidin/Avidin gekoppelt ist. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ die Markierung eine Enzymtnarkierung ist und die 
Bestimmung der Markierung die Bestimmung eines 
chromogenen, lumineszierenden oder f luoreszierenden 
Substrats des Enzyms oder einer Substrat -bedingten 
Lichtabsorptionsanderung umfaEt. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das Enzym ausgewahlt ist aus Peroxidase, Alkohol- 
Dehydrogenase, Glucose -6 -Dehydrogenase oder Diaphorase . 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Markierung eine Fluoreszenz- oder 
Lumineszenzmarkierung ist. 



12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 
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daS die Probenf liissigkeit eine Human -Korperf liissigkeit 
ist . 

13. Verfahren nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Human-Korperf liissigkeit ausgewahlt wird aus 
Serum und Vollblut. 

14. Verfahren zur Bestimmung von Sialinsaure-def izientem 
Human-Transf errin in Korperf liissigkeiten, 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man 

(a) an einer Probe einer Korperf liissigkeit eine 
Bestimmung nach einem Verfahren eines der vorhergehenden 
Anspriiche durchfiihrt, 

(b) eine Bestimmung von endstandigen Sialinsaureresten 
an mindestens einem Standard durchfiihrt, der eine 
Substanz, umfassend mit dem zweitem Rezeptor bindefahige 
Sialinsaurereste in definierter Menge enthalt, und 

(c) den Gehalt von Sialinsaure-def izientem Transferrin 
in einer Korperf liissigkeit auf Basis der Mefigrdfcen von 
Schritt (a) und Schritt (b) ermittelt. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ man Schritt (b) mit drei bis sieben Standards, die 
jeweils eine unterschiedliche Menge von mit dem zweiten 
Rezeptor bindefahigen Sialinsaureresten enthalten, 
durchfiihrt und eine Eichkurve erstellt. 

16. Verfahren nach Anspruch 14 oder 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Standard Transferrin mit einer definierten Menge 
von Sialinsaureresten enthalt. 

17. Verfahren nach Anspruch 14 oder 15, 
dadurch gekennzeichnet, 
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daS der Standard eine von Transferrin verschiedene 
Substanz mit einer definierten Menge von 
Sialinsaureresten enthalt. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS die Substanz ein f estphasenseitiges Mucin oder/und 
ein festphasenseitiges Oligosaccharid mit definiertem 
Gehalt von mit dem zweitem Rezeptor bindefahigen 
Sialinsaureresten enthalt. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Substanz N-Acetylneuramin-Lacto-N-neo-Tetraose 
ist, das an einer mit Concavalin A beschichteten 
Festphase bindefahig ist. 

20. Verfahren zur Diagnose von Alkoholabusus, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man in einer Probe einer Korperf lussigkeit den 
Gehalt von Sialinsaure-def izientem Transferrin nach 
einem Verfahren eines der Anspruche 14 bis 19 bestimmt 
und durch Vergleich mit Normalwerten eine pathologische 
Veranderung ermittelt. 

21. Verwendung eines Lectins in einem Verfahren zur 
Bestimmung von Sialinsaure-def izientem Transferrin. 

22. Verwendung nach Anspruch 21, 
dadurch gekennzeichnet , 

date das Lectin Sambucus nigra-Lectin ist. 

23. Verwendung eines Verfahrens nach einem der Anspruche 14 
bis 20 zur Diagnose von Alkoholabusus. 

24 . Verwendung eines Verfahrens nach einem der Anspruche 14 
bis 20 zur Therapieuberwachung bei Entzugspatienten. 
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25. Verwendung eines Verfahrens nach einem der Anspriiche 14 
bis 20 bei der Dif f erentialdiagnose zur Unterscheidung 
von alkoholinduzierten von alkoholunabhangigen 
Erkrankungen. 

26. Verwendung eines Verfahrens nach einem der Anspriiche 14 
bis 20 in der Arbeitsmedizin oder Rechtsmedizin . 

27. Reagenzienkit zur Bestimmung endstandiger 
Sialinsaurereste von Human-Transf errin, umfassend in 
raumlich getrennter Anordnung: 

(a) f estphasenseitigen, mit Human-Transf errin 
spezifisch bindefahigen ersten Rezeptor, 

(b) zweiten, spezifisch mit endstandigen 
Sialinsaureresten von Human-Transf errin 
bindefahigen Rezeptor, der an eine Markierung 
gebunden oder damit bindefahig ist, und 

ggf . iibliche Hilfs-, Puffer- und Zusatzstof f e . 

28. Reagenzienkit nach Anspruch 27, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS der erste Rezeptor ein anti-Transf errin-Antikorper 
ist . 

29. Reagenzienkit nach Anspruch 28, 
dadurch gekennzeichnet f 

da£ der erste Rezeptor ein polyklonaler anti- 
Transf errin-Antikorper ist. 

30. Reagenzienkit nach einem der Anspriiche 27 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS der zweite Rezeptor ein Lectin ist. 

31. Reagenzienkit nach Anspruch 30, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ der zweite Rezeptor Sambucus nigra-Lectin ist. 
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32. Reagenzienkit nach einem der Anspruche 27 bis 31, 
weiterhin umfassend einen Standard, der eine Substanz, 
umfassend mit dem zweiten Rezeptor bindefahige 
Sialinsaurereste in definierter Menge enthalt. 

33. Teststreifen zur qualitativen Oder semi -quantitativen 
Bestimmung von Sialinsaure-def izientem Transferrin, 
umfassend 

(a) eine Probenauf tragszone, 

(b) mindestens eine Reaktionszone , enthaltend einen an 
einer Festphase immobilisierbaren ersten Rezeptor, der 
mit Human-Transferrin spezifisch bindefahig ist, und 
einen markierten zweiten Rezeptor, der mit endstandigen 
Sialinsaureresten von Human-Transferrin spezifisch 
bindefahig ist, und 

(c) eine Nachweiszone zur Immobilisierung von erstem 
Rezeptor, enthaltend eine mit dem ersten Rezeptor 
spezifisch bindefahige Substanz. 

34. Teststreifen nach Anspruch 33 
dadurch gekennzeichnet , 

daS der erste Rezeptor ein anti-Transf errin-Antikorper 
ist . 

35. Teststreifen nach Anspruch 34, 
dadurch gekennzeichnet/ 

da£ der erste Rezeptor ein polyklonaler anti- 
Transf errin-Antikorper ist. 

36. Teststreifen nach einem Anspruche 33 bis 35, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ der erste Rezeptor biotinyliert ist und die 
Nachweiszone Avidin oder Streptavidin umfaSt. 

37. Teststreifen nach einem der Anspruche 33 bis 36, 
dadurch gekennzeichnet/ 

dafi der zweite Rezeptor ein Lectin ist. 
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38. Teststreifen nach Anspruch 37, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der zweite Rezeptor Sambucus nigra-Lectin ist. 

39. Teststreifen nach einem der Anspruche 33 bis 38, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Markierung des zweiten Rezeptors ausgewahlt ist 
aus Goldmarkierung, Silbermarkierung und Chromogenen. 

40. Teststreifen nach einem der Anspruche 33 bis 39, 
weiterhin umfassend mindestens eine Kontrollzone zur 
Negativ- oder/und Positivkontrolle . 
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